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^* (57) Abstract: The invention concerns the field of gene therapy and the treatment of tumours. More particularly, the invention 
O concerns me insertion of a gene coding for the iodine specific carrier (NaVT symporter) (NIS) in tumour cells using an adenoviral 
V) vector to promote the accumulation of iodine in said cells. The invention also concerns the defective recombinant adenoviruses for 

replication comprising the nis gene and the use of said vectors in a method for treating cancers combining nis gene transfer into 

tumour cells and metabolic radiotherapy. 



(57) Abrege: La presente invention concerne le domaine de la therapie genique et le traitement des tumeurs. ^invention concerne 
plus particulierement I'introduction d'un gene codant pour le transporteur specifique de Tiode (NaVT Symporteur) NIS dans des 
cellules tumorales au moyen d'un vecteur adenoviral pour favoriser raccumulation d'iode dans ces cellules. U invention concerne 
Cgalement les adenovirus recombinants deTectifs pour la replication comprenant le gene nis et 1* utilisation de ces vecteurs dans une 
melhode de traitement des cancers associant le transfert du gene/iw dans des cellules tumorales et la radiotherapie me*taboIique. 



WO 00/76450 



PCT7FR00/01594 



dans des cellules tumorales au m „„„ „• Symporteur) NIS 
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la demi-vie effective de Piode 131 dans un tissu tumoral est de quelques heures a 
quelques dizaines d'heures. 

- La concentration radioactive est Ie rapport entre la fixation globale de Piode 
131 par le tissu tumoral et la masse de ce tissu. 

5 A titre d'exemple, pour une fixation d'iode de 0. 1 % de Pactivite administree 

pour 1 g de tissu et une demie-vie effective de 1.5 jours, on peut estimer que 
radministration de 3,7 gigabecquerel (ou 100 mCi) delivre une une dose de 30 grays 
au tissu tumoral. 

La fixation globale d'iode 131 est un parametre qui depend d'une part, de 
10 Pactivite de Piode 131 administree au patient et d'autre part, des capacites du tissu 
tumoral a concentrer I Mode 131. 

- L 'activite maximale d'iode 131 pouvant etre administree a un patient est 
limitee par la toxicite de Piode de Piode 131 resultant des doses d'irradiation 
delivrees aux tissus sain et notamment a la moelle osseuse. Ainsi en cas de cancer de 

15 la thyroide, les activates therapeutiques administrees, alors que les patients sont en 
etat d'hypothyroTdie, sont en general comprises entre 3.7 et 10 GBq (100 a 300 mCi). 
Les activites maximales pouvant etre administrees a des patients euthyroi'diens sont 
plus eievees car la retention de Tiode est alors deux fois inferieure a celle observee en 
cas d'hypothyroYdie), elles atteignent des valeurs comprises entre 8,5 et 22.2 GBq 

20 (500 a 600 mCi). 

- La capacite du tissu tumoral a concentrer I'iode 131, pour une activite 
determinee administree au patient, depend du niveau depression du symporteur de 
Piode et de son activite biologique. Ceci a ete demontre par Petude des tissus 
thyroidiens humains normaux et pathologiques et par des etudes in vitro de p activite 

25 du NIS. L'activite specifique de Piode 131 etant elevee, il n*a pas ete observe de 
phenomene de saturation avec augmentation de Pactivite d'iode 131 administree. 

En raison de la limitation de Pactivite maximale d'iode 131 pouvant etre 
administree au patient, il serait souhaitable de pouvoir accroitre la capacite du tissu 
tumoral a concentrer Piode 131 pour augm enter la fixation globale de Piode 131. 
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II est egalement determinant que lamentation de la fixation de I'iode se 
fasse de man.ere homogene au niveau du tissu tumoral. En effet. ,a fixation de Piode 
dans un t.ssu fixam peut etre tres heterogene d'une cellule a Pautre, voire d'une 20ne 
tumorale a une autre. La dose d'irradiation au niveau du tissu tumoral est delivree 
5 essent.el.ement par .'emission p de Piode .31. Or son parcours dans les tissus 
b.o.og.ques est au maximum de 2 a 3 mm. De plus, autour d'une source ponctuel.e .a 
dose d'.rradiation diminue de maniere exponentid.e avec la distance. Ces dements 
renforcent .'importance d'atteindre une forte concentration radioactive au niveau des 
zones turnora.es flxantes et d'autre part, ,a necessite d'obtenir une fixation d'iode 
1 U aussi homogene que possible. 

II faut noterque la fixation de Piode 13. par .a thyrotte humaine , et done son 
.rrad.auon, peut etre faci.ement supprimee (fixation d'iode .3. non mesurab.e) par 

administration de L-triiodothyronine . Mg/kg/jour divjsee en trojs 
quotidienncs pendant trois semaines. 

15 Le ,ranspo„eur NIS es, responsable de ia co„ce„„a,ion de .Mode circulan, 

(sous fonne d'iodure I") par les .hyreocy.es (pour u „e revue voir P. Tho m o P o„l„ s 
Medec.ne e, Science, vol 4,10). p. 825-828). La eonce„.ra.io„ de I'iode dans ces' 
eel ules preset ,es carac.ens.iques suivan.es : Piode es, concemre d'un fac.eur 30 a 
40 fo.scomre u„ gradien, elec.rochim.que ; i, requier, ,a presence de sodium ( Na'> • i, 

0 s ag„ un ,ranspo rt acif . i, es, inhibe de maniere compemive par certains anions. 
• is le ,h,ocyana,e, ,e perehlora.e, ,e pertechne,a,e. La co„cen,ra.io„ de Tiode par les 
•hyreocy.es es, suivi de rorganif,ca,ion de riode e, la syn.hese d'iodoryrosines e, 
d hormones Ihyroidiennes (thyroxine T4 et triiodothyronine T3). 

Les genes codan, pour le transporter murin [Dai e, al. Nature 379 : 458 - 460 
' 0W6)J e. le transporteur humain [Smanik P.A. „ al. Biochem. Biophys Res 
Commu, 226 : 339 - 345 (1996,) de I'iode N.S on, ete isoles. i|, son, iden.io.ues a 84 
/.. Le gene es, localise sur le chromosome .9p dans Tespece humaine. II comporte 
5 exons separfs par 14 introns. Sa transcription donne naissance a deux formes par 
*p,ssage altematif, don, la forme longue ptedomine dans !a ,hyr„,de. La pro,eine a un 
poids moleculaire de 55 kDa. a,,eig„an, 80 kDa aprts glycosylate. EUe es, localisee 
dans !a membrane la,er„basale des .hyreocy.es. Ses ex„emi,es aminoierminale e. 
carboxyerminale son, imracellulaires .andis que le res«e de la chaine peplidique 
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comporte 13 segments transmembranes reunis par des boucles intracellulaires et 
extrace.lu.aires [Levy e, al., ,998. J. Biol. Cher, 273 : 22657-22663]. L 'introduction 
du gene codam pour NIS dans des ce.lu.es non thyroidites .eur confere .a capacite 
a capter F.ode, avec les memes propriety que les thymocytes, en particulier la 
5 presence cbligatoire de sodium (Na+) et r inhibition par les anions perforates. 

La transcription du gene nis est activee dans les thymocytes par la TSH Cet 
efTet est medie par ,'AMP cyclique. La demi-vie de ,a proteine, dans les thymocytes 
munns est de 4 jours [Paire A. et al. J. Biol. Cher, 272 18245 - ,8249 (,997)1 
Dans les tissus extrathyroidiens, Pactivite du gene est plus faible que celle de la 
thymWe a Petat basal. Ceci est vraisemblablement du a la stimulation de la 
transection du gene nis dans les thymocytes, par le facteur specif.que de 
transcription TTF-, (thyroid transcription factor .), qui peut se .ier au promoteur du 
gene „ a thyroMien, mais non a celui des autres t.ssus [Endo T. et al. Mol: Endocrinol 
M : 1747 - 1755 (1997)]. En dehors de la thyroVde, certains t.ssus sent capab.es de 
capter et de concentrer 1'iode notamment les g.andes salivaires et la muqueuse 
gastrique. 

Une etude recente rapporte le transfert du gene „/, au moven d'un vecteur 
retrov.ral dans des cellules tumorales humaines ou murines [Mandell et al Cancer 
Research 59 : 661-668 (1999) ]. Ces resu.tats sont interests en ce qu'ils montrent 
qu «l est possible d'exprimer le gene „* dans des ce„u,es non thyroid iennes et 
d observer une concentration de ,'iode dans des cellules qui n accumu.ent pas ce, 
element naturellement. Cependant un certain nombre de facteurs limitants restent a 
surmonter afin d'atteindre un niveau de fixation de I'iode sufflsant pour envisager une 
application therapeutique. 

Un premier facteur est le faible niveau depression du gene nis au niveau des 
cellules tumorales. Par exemple, dans Petude precitee, les resultats obtenus in vitro 
montrent que la concentration d'iode atteinte dans les cellules tumorales non 
thyroKhennes reste environ deux fois inferieure a la concentration d'iode accumulee 
dans les cellules thyroidiennes. 

De plus, compte tenu des perturbations importantes que presentent les cellules 
tumorales au niveau membranaire. il apparait difficile d'assurer Integration 
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fonctionnelle d'un transporteur avec une efficacite comparable a cclle des cellules 
thyroTdiennes non tumorales. 

Un autre facteur limitant est Tabsence d'organification de Tiode au niveau des 
cellules non thyroVdiennes, or cette organification de Tiode est un element necessaire 
au maintient de Tiode dans les cellules. Ainsi dans Tetude rapportee ci-dessus, il est 
observe un efflux tres rapide de Tiode accumule in vitro (entre 30 et 60 min) pour les 
cellules non thyroi'diennes. 

Enfin compte tenu de Theterogeneite des cellules tumorales et des 
modifications importantes de ces cellules au niveau membranaire, il semble difficile 
de pouvoir atteindre une repartition homogene du transporteur NIS au niveau des 
membranes des cellules tumorales. 

Ainsi aucune approche decrite a ce jour n'a encore perm is d'atteindre une 
accumulation de I'iode au niveau de tumeur non thyroi'dienne avec un niveau 
d'expression suffisant pour envisager Tutilisation de Tiode 131 pour le traitement des 
tumeurs non thyroTdiennes. 

La presente invention presente une methode amelioree de traitement des 
tumeurs combinant la therapie genique et la radiotherapie a I'iode 131 

La presente invention decrit en particulier une methode permettant 
d'augmenter Tefficacite de la fixation de Tiode au niveau des tumeurs non 
thyroidiennes et permettant ainsi d'appliquer aux tumeurs non thyroi'diennes, les 
principes de radiotherapie developpes avec succes pour le traitement des cancers 
thyroTdiens, 

La presente invention resulte de la mise en evidence que le transfert du gene 
codant pour le transporteur specifique de Tiode (Na7T Symporteur) NIS au moyeh 
d'un adenovirus recombinant d^fectif permet d'atteindre une accumulation d'iode tr£s 
importante au niveau de cellules tumorales non thyroidiennes. Dans un mode de 
realisation specifique, Tapport d'un adenovirus defectif exprirnant le gene nis permet 
d'accumuler Tiode a des concentrations environ cinq fois superieures a celles 
observees dans les cellules thyroidiennes. Cette capacite surprenante des cellules 
tumorales non thyroTdiennes a accumuler Tiode 125 permet d 'envisager pour ce type 
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de ,umeurs „„e „„ U ve,le approche ,„erapeu,i q ue ^ sm rad 

m e,abo„ q ue par Hode ,3, ; app rochejusqu , lors ^ m 

tumeurs thyroidiennes. ^names 

L ■»«« * ,a radiomerapie me,abol, q ue es, de delivrer dK 
> d.rrad.a.K.n ,m P o„a„,es aux .issus „xa„,s Hsorope radioactif , ^ 
S'gnificalivemcntleslissusenvironnants. 

La decouvene q „-i, es, efTeciveme* possible de concern™ de maniere 
mpor,a„,e P.ode dans de S cellules Morales qui S o„, norma|ement . ^ 
d accuser ce, Cemen, perme, ,. app| . ^ ^ ^ " 

Deux ,yp« d ,„d,ca„o„s son, plus paruculieremem envisagees : ,es .umeurs 

^'.ir r sib,cs ' ,a radioth<rapic ex,eme » — * - «- 

"re d exempie on peu, ci,er .es cancers de ,a pro S ,a,e inoptab.es ou ,es .umeurs 

de rad,o lh e,ap e ex,er„e es, impossible, car ,es doses maxi m ales on, deja e,e 
d I, rees cec, conceme ,ous ,es cancers ™ ou recbu.n, en zones ,rr dices 
Ce„e me bode es, egalemen. applicable an .rai.emen, des .umeurs .nyroWiennes 
ayan, perdu ,a capaci.e dc cap,er riode e, „e repondan, pas » ,a .herapie aL^ 

II es, egalemen, envisageab.e de combiner ,a radiomerapie me.aboNo.ue e, ,a 
a*o,„e rap ,e ex.eme commc cela es, rcal.se c„ cas de mc,as,ases de cance 
« e re„c,e dc ,a , hyroM e. Ce„e co m bina,s„„ perme, d-augme„,er Pefflcac 
.herapeu„ q ue de ,a radio.herapie, sans cn augmemer la ,oxici„ Ce„e combinail 
^ pa^ou eremen, pour ,cs .umeurs pea sensible, » ,a radiom^e 

Par adleurs, =Me perme, d'envisager PappHcarion de ce„e ,ech„i q ue a des .umeurs ,ui 
n e a,e„, pas accessibles 4 ,a radiomen^ m e t a bo ,i q „e Mle , e „ rais0 „ de , J 
taille trop importante. 

defect" Premief ° bje ' ^ '' inVen "° n ** d0nC toS adenovirus recombinant 
defecf comprenan, au moms une seouence d'ADN' M ,er„,„gue codan, pour ,e 
.rapporteur spccif, q „e dc I'iode <Na7.' Symporteur, MS. ou u„ dc ses derives 
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Au sens de la presente invention on entend par "derive" du transporter 
specifique de I'iode (Na/I" Symporteur) NIS tout analogue, fragment ou forme mutee 
qui est derive du polypeptide NIS et qui conserve une activite de transport specifique 
de I'iode. Differents derives peuvent exister a I'etat naturel. Ces derives peuvent etre 
5 des variations alleliques caracterisees par des differences dans la sequence 
nucleotidique des genes de structure codant pour le NIS ou peuvent resulter d'un 
epissage differentiel ou de modifications post-traductionnelle. Ces derives peuvent 
etre obtenus par substitution, deletion, addition et/ou modification d'un ou plusieurs 
residus acides amines. Ces modifications peuvent etre realisees par toutes techniques 
10 connues de I'homme du metier. Ces derives sont notamment des molecules ayant une 
plus grande affinite pour leurs substrats, des sequences permettant une expression 
amelioree in vivo, des molecules presentant une plus grande resistance aux proteases, 
des molecules ayant une efficacite biologique plus grande ou des effets secondaires 
moindres, ou eventuellement de nouvelles proprietes biologiques. D'autres derives 
utilisables dans le cadre de 1 -invention sont notamment les molecules dans lesquelles 
un ou plusieurs residus ont ete substitues, les derives obtenus par deletion de regions 
n'intervenant pas ou peu dans 1'interaction avec les sites de liaison consideres ou 
exprimant une activite indesirable, et les derives comportant par rapport a la sequence 
native des residus supplemental, tels que par exemple un signal de secretion et/ou 
un peptide de jonction. 

Le transporteur specifique de I'iode (NaVP Symporteur) NIS ou son derive, 
produit dans le cadre de la presente invention peut etre un ADNc, un ADN 
genomique (ADNg), ou une construction hybride consistant par exemple en un ADNc 
dans lequel seraient inseres un ou plusieurs introns. II peut egalement s'agir de 
sequences synthetiques ou semi-synthetiques. De maniere avantageuse, on utilise un 
ADNc ou un ADNg. En particulier, Tutilisation d'un ADNg peut permettre une 
meilleure expression dans les cellules humaines. 

Selon un premier mode de realisation, il s'agit d'une sequence d'ADNc codant 
pour le transporteur specifique de I'iode (NaTT Symporteur) NIS d'origine murine 
Selon un mode prefere de l'invention, il s'agit d'une sequence d'ADNc codant pour le 
transporteur specifique de I'iode (NaVI Symporteur) NIS d'origine humaine. 
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Les adenovirus utilises dans le cadre de la presente invention sont des 
adenovirus recombinants, c'est a dire comprenant une sequence d'ADN heteroloeue. 
Avantageusement, il s'agit d'adenovirus recombinants defectifs. c'est a dire 
incapables de replication autonome dans les cellules cibles. 

Pour la construction des adenovirus selon Tinvention, ditTerents serotypes 
peuvent etre utilises. II existe en effet de nombreux serotypes, dont la structure et les 
proprietes varient quelque peu, mais qui presentent une organisation genetique 
comparable. Plus particulierement, les adenovirus recombinants peuvent etre d'origine 
humaine ou animale. Concernant les adenovirus d'origine humaine, on peut citer 
preferentiellement ceux classes dans le groupe C, en particulier les adenovirus de type 
2 (Ad2), 5 (Ad5), 7 (Ad7) ou 12 (Ad 1 2). Parmi les differents adenovirus d'origine 
animale, on peut citer preferentiellement les adenovirus d'origine canine, et 
notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 
(ATCC VR-800) par exemple], D'autres adenovirus d'origine animale spnt cites 
notamment dans la demande W094/26914. 

Le genome des adenovirus comprend notamment une sequence inversee 
repetee (ITR) a chaque extremite, une sequence d'encapsidation (Psi), des genes 
pr&oces et des genes tardifs. Les principaux genes precoces sont contenus dans les 
regions El, E2, E3 et E4. Parmi ceux-ci, les genes contenus dans la region El 
notamment sont necessaires a la propagation virale. Les principaux genes tardifs sont 
contenus dans les regions LI a L5. Le genome de I'adenovirus Ad5 a ete entitlement 
sequence et est accessible sur base de donnees (voir notamment Genbank M73260). 
De meme des parties, voire la totalite d'autres genomes adenoviraux (Ad2, Ad7, 
Adl2, etc) ont egalement ete sequencees. 

Comme indique ci-avant, les adenovirus selon ['invention sont defectifs et 
sont done incapables de se repliquer de fapon autonome dans la cellule cible. A cet 
effet, differentes constructions derivees des adenovirus ont ete preparees, incorporant 
differents genes therapeutiques. Dans chacune de ces constructions, Tadenovirus a ete 
modifie de maniere a le rendre incapable de replication dans la cellule infectee. Ainsi, 
les constructions decrites dans i'art anterieur sont des adenovirus deletes de la region 
EU essentielle a la replication virale, au niveau de laquelle sont inserees les sequences 
d'ADN heterologue (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195 ; Gosh-Choudhury et al., 
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Gene 50 (1986) 161). Par ailleurs, pour ameliorer les proprietes du vecteur. il a ete 
propose de creer d'autres deletions ou modifications dans le genome de l'adenovirus. 
Ainsi, une mutation ponctuelle thermosenstble a ete introduite dans le mutant tsl25, 
permettant d'inactiver ia proteine de 72kDa de liaison a I'ADN (DBP) (Van der Vliet 
et al., J. Virol., 1975, 15(2) 348-354). D'autres vecteurs comprennent une deletion 
d'une autre region essentielle a la replication et/ou a la propagation virale, la region 
E4. La region E4 est en effet impliquee dans la regulation de I'expression des genes 
tardifs, dans la stabilite des ARN nucleaires tardifs, dans I'extinction de I'expression 
des proteines de la cellule hole et dans I'efficacite de la replication de I'ADN viral. 
Des vecteurs adenoviraux dans lesquels les regions El et E4 sont deletees possedent 
done un bruit de fond de transcription et une expression de genes viraux tres reduits. 
De tels vecteurs ont ete decrits pas exemple dans les demandes W094/28152, 
WO95/02697, W096/22378. En outre, des vecteurs portant une modification au 
niveau du gene IVa2 ont egalement ete decrits ( W096/ 1 0088). 

15 Dans un mode prefere de mise en oeuvre de I'invention, l'adenovirus 

recombinant est un adenovirus humain du groupe C. De maniere plus preferentielle, il 
s'agit d'un adenovirus Ad2 ou Ad5. 

Avantageusement, l'adenovirus recombinant utilise dans le cadre de 
I'invention comprend une deletion dans la region El de son genome. Encore plus 
20 particulierement, il comprend une deletion des regions Ela et Elb. A titre d'exemple, 
on peut citer des deletions affectant les nucleotides 454-3328 , 386-3446 , 459-3510 
ou 357-4020 (par reference au genome de l'Ad5). 

Selon une autre variante, l'adenovirus recombinant utilise dans le cadre de 
I'invention est defectif pour tout ou partie des regions EI et E3 au moins. 

25 Selon une autre variante, l'adenovirus recombinant utilise dans le cadre de 

I'invention comprend outre une deletion dans la region El, une deletion affectant tout 
ou partie de la region E4 de son genome. Plus particulierement, la deletion dans la 
region E4 affecte l'ensemble des phases ouvertes. On peut citer a titre d'exemple 
precis les deletions 33466-35535 ou 33093-35535 ou une partie seulement de la 

30 region E4 (ORF6 ou ORF3 par exemple), comme decrit dans les demandes 
WO95/02697 et W096/22378. 
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II peut s'agir par exemple d'adenovirus recombinants dits de 3* n,e generation, 
c'est a dire defectifs pour les regions El et E4, en tout ou partie, et eventuellement 
pour la region E3. Des variantes particulieres de ('invention sont constitutes par 
('utilisation d'adenovirus portant des deletions affectant tout ou une partie des regions 
5 fonctionnelles suivantes : 

- El, E4 et E3 , 
-ELE4 et E2, 
-El,E4,E2etE3, 

- les regions ci-dessus ainsi que tout ou partie des genes codant pour les 
3 fonctions tardives de Tadenovirus (LI a L5), ou encore, 

- Tensemble des regions virales codantes. 

Concernant les adenovirus depourvus en plus des fonctions tardives (vecteur 
"minimum") ou de I'ensemble des regions codantes (vecteur "gutless"), leur 
construction a ete decrite par exemple par Parks et aL PNAS 93 (1996) p. 13565 et 
' Lieber et aL J. Virol. 70 ( 1 996) p. 8944. 

II peut s'agir egalement de vecteurs adenoviraux hybrides tels que ceux decrits 
dans la demande WO99/60144 et dans lesquels I'adenovirus est utilise comme vecteur 
d'un autre virus et notamment comme vecteur de retrovirus. 

La cassette depression contenant l'acide nucleique codant pour le 
transporter de Tiode (NIS) peut etre inseree en differents sites du genome 
recombinant. Elle peut etre inseree au niveau de la region EI, E3 ou E4, en 
remplacement des sequences deletees ou en surplus. Elle peut egalement etre inseree 
en tout autre site, en dehors des sequences necessaires en cis a la production des virus 
(sequences ITR et sequence d'encapsidation). 

Au sens de la presente invention on entend par "cassette d'expression" d f un 
acide nucleique, un fragment d'ADN qui peut etre insere dans un vecteur a des sites 
de restrictions specifiques ; le fragment d'ADN comprend, outre la sequence 
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nucleotidique codant pour un ARN ou un polypeptide d'interet, les sequences 
necessaires a I'expression (enhanceur(s) , promoteur(s), sequence de polyadenylation 
...) de ladite sequence d'interet. Le fragment d'ADN et les sites de restriction sont 
congus pour assurer une insertion dudit fragment dans un cadre de lecture approprie 
pour la transcription et/ou la traduction. 

Les adenovirus recombinants sont produits dans une lignee d'encapstdation, 
c'est-a-dire une lignee de cellules capables de complementer en trans une ou plusieurs 
des fonctions deficientes dans le genome adenoviral recombinant. Parmi les lignees 
d'encapstdation connues par Thomme du metier, on peut citer par exemple la lignee 
293 dans laquelle une partie du genome de 1'adeno virus a ete integree. Plus 
precisement, la lignee 293 est une lignee de cellules embryonnaires humaines de rein 
contenant Textremite gauche (environ 11-12%) du genome de Padenovirus serotype 5 
(Ad5), comprenant 1'ITR gauche, la region d'encapsidation, la region EL incluant El a 
et Elb, la region codant pour la proteine pIX et une partie de la region codant pour la 
proteine pIVa2. Cette lignee est capable de trans-complementer des adenovirus 
recombinants defectifs pour la region El, c'est-a-dire depourvus de tout ou partie de la 
region El, et de produire des stocks viraux ayant des titres eleves. Cette lignee est 
egalement capable de produire, a temperature permissive (32°C), des stocks de virus 
comportant en outre la mutation E2 thermosensible. D'autres lignees cellulaires 
capables de complementer la region El ont ete decrites, basees notamment sur des 
cellules de carcinome de poumon humain A549 (W094/28 152) ou sur des 
retinoblastes humains (Hum. Gen. Then (1996) 215). Par ailleurs, des lignees 
capables de trans-complementer plusieurs fonctions de Tadenovirus ont egalement ete 
decrites. En particulier, on peut citer des lignees complementant les regions El et E4 
(Yeh et al., J. Virol. Vol. 70 (1996) pp 559-565; Cancer Gen. Ther. 2 (1995) 322 ; 
Krougliak et al., Hum. Gen. Ther. 6 (1995) 1575) et des lignees complementant les 
regions El et E2 (W094/28152, WO95/02697, WO95/27071) ou des lignees derivees 
de celles-ci utilisables pour produire des adenovirus minimum, en particulier parce 
qu'elles expriment en outre une activite de recombinase site specifique impliquee 
dans la construction de tels virus. 

Les adenovirus recombinants peuvent egalement etre modifies dans la 
structure de la capside pour augmenter Tefficacite defection au niveau de la tumeur. 
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Par exemple la capside peut contenir un ligand de uPAR ou un motif RGD qui permet 
le ciblage de Tadenovirus vers les cellules tumorales, de tels vecteurs et des 
sequences de ciblage ont ete decrits notamment dans la demande WO 00/12738. Les 
sequences de ciblage peuvent etre inserees dans la proteine de 1'hexon ou dans la 
proteine de la fibre. De preference les sequences de ciblages sont inserees au niveau 
de deletion de ta proteine de la fibre ou de 1'hexon. La sequence polypeptidique de 
Thexon est avantageusement deletee de 13 amino acides conrespondant aux positions 
279 a 292 de la sequence polypeptidique de Thexon de Ad 5. La sequence 
polypeptidique de la fibre est avantageusement deletee de 11 amino acides 
correspondant aux positions 539 a 547 de la sequence polypeptidique de la fibre (HI 
Loop) de Ad 5. 

Les adenovirus recombinants sont habituellement produits par introduction de 
PADN viral dans la lignee d'encapsidation, suivie d'une lyse des cellules apres 
environ 2 ou 3 jours (la cinetique du cycle adenoviral etant de 24 a 36 heures). Pour la 
mise en oeuvre du precede, I'ADN viral introduit peut etre le genome viral 
recombinant complet, eventuellement construit dans une bacterie (WO96/25506) ou 
dans une levure (WO95/03400), infecte dans les cellules. II peut egalement s'agir 
d'un virus recombinant utilise pour infecter la lignee d'encapsidation. L'ADN viral 
peut aussi etre introduit sous forme de fragments portant chacun une partie du 
genome viral recombinant et une zone d'homologie permettant, apres introduction 
dans la cellule d'encapsidation, de reconstituer le genome viral recombinant par 
recombinaison homologue entre les differents fragments. 

Apres la lyse des cellules, les particules virales recombinantes peuvent etre 
isolees par toute technique connue telle que la centrifugation en gradient de chlorure 
de cesium ou la chromatographic Une methode alternative a ete decrite dans la 
demande WO98/00528. 

Sequences de regulation de I expression. Le gene codant pour le transporter 
specifique de Tiode (NaTT Symporteur, NIS) peut etre place sous le controle de toute 
sequence regulatrice de Texpression telle que par exemple un promoteur ou un 
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promoteur /enhancer, fonctionnelle et permettant I'expression dans Ies cellules notes 
tumorales. 

Les sequences regulatrices de I'expression peuvent comprendre. outre la 
region promotrice, une region situee en 3" du gene codant pour le transporter 
5 specifique de I'iode et qui foumit un signal de fin de transcription et un site de 
polyadenylation. L'ensemble de ces elements constitue une cassette d'expression. 

Le promoteur peut etre constitutif ou regulable (inductible). II peut s'agir du 
propre promoteur du gene. II peut egalement s'agir de sequences d'origine differente 
(responsables de I'expression d'autres proteines, ou meme d'un promoteur 
synthetique). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes 
ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome de 
la cellule que I 'on desire transfecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus, y compris du virus utilise. A cet egard, on 
peut citer par exemple les promoteurs El A, MLP, CMV, LTR-RSV, MT-1 , SV40 etc. 

15 En outre > ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de 

sequences d'activation, de regulation, permettant une expression tissu-specifique ou 
predominate dans certains tissus (promoteur enolase, GFAP, etc.). II peut en effet 
etre particulierement interessant d'utiliser des signaux d'expression actifs 
specifiquement ou majoritairement dans les cellules tumorales, de maniere a ce que le 

20 gene therapeutique ne soil exprime et ne produise son effet que lorsque le virus a 
effectivement infecte une cellule tumorale. Le caractere specifique ou majoritaire de 
I'expression signifie que I'activite du promoteur est significativement tres superieure 
dans les cellules tumorales. Bien qu'une expression non-specifique puisse exister 
dans d'autres cellules, le niveau d'activite correspondant reste generalement tres 

25 faible (negligeabie) par rapport a celui observe dans les cellules tumorales, 
generalement inferieur d'un facteur 10 au moins. 

Parmi les promoteurs utilisables dans le cadre de I'invention on peut citer les 
promoteurs ubiquitaires (HPRT, vimentine, ct-actine, tubuline, etc.) , les promoteurs 
des filaments intermediaires (desmine, neurofilaments, keratine, GFAP), les 
30 promoteurs de genes d'interet therapeutique (MDR, CFTR, facteur VIII etc.), les 
promoteurs specifiques de tissus (promoteurs des genes de la desmine, des myosines, 
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7:1436-1444). la sequence de regulation du virus des tumeurs mammaires de souris 
qui est active dans les cellules des testicules, du sein, les lymphocytes et les 
mastocytes (Leder et ai y 1986, Cell 45:485-495), la sequence de regulation du gene 
PSA qui est active dans les tumeurs prostatiques. la sequence de regulation du gene 
5 de Palbumine qui est active dans le foie (Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 
1:268-276), la sequence de regulation du gene de Palpha-foetoproteine qui est active 
dans le foie (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5:1639-1648; Hammer et al., 
1987, Science 235:53-58), la sequence de regulation du gene de Palpha 1-antitrypsine 
qui est active dans le foie (Kelsey et al., 1987, Genes and Devel. 1:161-171), ), la 

10 sequence de regulation du gene de la p-globine qui est active dans les cellules 
myeloides (Mogram et al., 1985, Nature 315:338-340; ICotlias et al., 1986, Cell 
46:89-94), la sequence de regulation du gene de la myeline basique qui est active dans 
les oligodendrocytes dans le cerveau (Readhead et a/., 1987, Cell 48:703-712), ), la 
sequence de regulation du gene de la chaine legere 2 de la myosine qui est active dans 

15 le muscle squelettique (Sani, 1985 t Nature 314:283-286), et la sequence de regulation 
du gene de Phormone de liberation des gonadotrophines qui est active au niveau de 
I'hypothalamus (Mason etaL, 1986, Science 234:1372-1378). 

Dans un mode particulier de realisation de ['invention, on utilise un 
adenovirus recombinant defectif comprenant un gene codant pour le transporteur 
20 specifique de Piode (Na7I* Symporteur) NIS sous le controle d'un promoteur viral, 
choisi de preference parmi le LTR-RSV ou le promoteur precoce du CMV. 

II est egalement possible d'associer Pintroduction du gene NIS avec le vecteur 
selon 1'invention a Introduction d'un systeme biologique permettant 1 'augmentation 
de la demi-vie biologique de Piode 131. II est ainsi possible de delivrer dans les 

25 cellules tumorales de maniere simultanee ou successive le gene NIS et un gene ou 
plusieurs genes codant pour des polypeptides impliques dans un systeme 
d'organification de Piode. On peut citer par exemple les genes codant pour des 
polypeptides impliques dans un systeme peroxydasique tel que le gene codant pour la 
glucose oxidase. On peut egalement citer le gene codant pour la thyroperoxidase, 

30 enzyme des cellules thyroTdiennes implique dans le processus d'organification de 
Tiode (Nucleic Acids Res. 15:6735-6735(1987) ; sequence GenBank g3725l). 
L'introduction du gene codant pour la thyroperoxidase peut etre associee egalement a 
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I'introduction de sequences nucleiques codant pour tout ou partie de la thyroglobuline 
(parties de la thyroglobuline riches en residus tyrosines) 

. On peut envisager de delivrer dans les cellules tumorales le gene NIS et un 
gene ou plusieurs genes codant pour des polypeptides impliques dans un systeme 
5 d'organification de I'iode au moyen d'un vecteur unique exprimant plusieurs 
transgenes ou par co-infection de deux vecteurs, un vecteur adenoviral exprimant le 
gene NIS et un autre vecteur, viral ou plasmidique, exprimant un ou plusieurs genes 
codant pour des polypeptides impliques dans un systeme d'organification de Piode. 

II est en outre possible d'associer I'introduction du gene NIS avec le vecteur 
10 selon Tinvention a P administration d'un systeme permettant un ralentissement de 
Pefflux de Piode par un agent pharmacologique (par exemple, un sel de lithium). 

Selon une autre variante, il est egalement envisageable d'associer 
I'introduction du gene NIS avec d'autres genes d'interet therapeutique pour le 
traitement des cancers. II peut s'agir d'un gene suicide tel que le gene de la thymidine 

15 kinase de I'Herpes ou le gene de la cytosine deaminase. II peut s'agir de genes codant 
pour des proteines induisant Papoptose comme p53, Bax, BclX-s, Bad ou tout autre 
antagoniste de Bcl2 et de BcIX-1. II peut s'agir de genes codant pour des variants de 
ces proteines presentant des proprietes ameliorees comme un variant de p53 (CTS-1 , 
WO97/04092). II peut s'agir egalement de genes codant pour des facteurs anti- 

20 angiogeniques ou angiostatiques tels que notamment le ligand de Tie-1 et de Tie-2, 
Tangiostatine, Pendostatine, le facteur ATF, les derives du plasminogene, 
l'endotheline, les thrombospondines 1 et 2, le PF-4, l'interferon a ou p, Tinterleukine 
I2 T le TNFa, le recepteur de Turokinase, fltl, KJDR, PAI1, PAI2, TIMP1, le fragment 
prolactine. II peut s'agir egalement de genes codant pour des proteines capables 

25 d'induire une immunite antitumorale ou stimuler la reponse immunitaire (IL2, GM- 
CSF, IL12, etc.). Parmi les genes codant pour des proteines d'interet therapeutique 
dans le traitement des cancers, il est egalement important de souligner les anticorps, 
les fragments variables d'anticorps simple chaine (ScFv) ou tout autre fragment 
d'anticorps possedant des capacites de reconnaissance pour une utilisation en 

30 immunotherapie pour le traitement des tumeurs : anticorps anti-RAS (W09429446). 
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De maniere avantageuse, il peut s'agir d'un gene dont 1 'expression entraine 
une radiosensibilisation des cellules tumorale comme le gene p53. 

L'administration de ces genes ou de la combinaison de deux ou plusieurs de 
ces genes d'interet therapeutique precites peut etre realisee par introduction d'un ou 
plusieurs de ces genes dans le vecteur adenoviral comprenam le gene codant pour le 
transporter NIS ou dans un vecteur separe de nature virale ou non virale. 

Selon une autre variante, le vecteur selon Finvention peut etre administre en 
combinaison avec un agent anticancereux tel que notamment, le taxol, le taxotere et 
autre taxoides [tels que decrits notamment dans U.S. 4,857,653 ; US 4,814,470; US 
4,924,01 1 ; US 5.290,957 ; US 5,292,921 ; US 5,438,072 ; US 5,587,493 : EP 0 253 738 ; et 
W09I/17976 , WO93/00928 , WO93/00929 , et WO9601815], ou d'autres agents 
therapeutiques anticancereux tels que le cis-platine et les derives du platine, Tetoposide and 
etoposide phosphate, bleomycine, mitomycine C, CCNU, doxorubicin^ daunorubicine, 
idarubicine, ifosfamide, etc. 

L'invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant un vecteur adenoviral tel que decrit ci-avant et un vehicule 
physiologiquement acceptable. Les compositions pharmaceutiques de ^invention sont 
de preference sous forme injectable et peuvent etre fonmulees en vue d'une 
administration intratumorale ou par voie orale, parenterals intranasal, intraarterielle, 
intraveineuse, intratracheal e etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation destinee a etre administree par 
voie intratumorale. 

Les compositions selon I' invention peuvent comprendre des doses variables 
d'adenovirus recombinants, aisement adaptables par Thomme du metier en fonction 
des applications envisagees et de differents parametres, et notamment en fonction du 
mode d'administration utilise ou encore de la duree de I * expression recherchee. D'une 
maniere generate, les virus recombinants selon ['invention sont formules et 
administr^s sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu, et de preference 
10 6 a 10" pfu. Le terme pfti ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
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infectieux du virus, et est determine par infection d'une culture cellulaire appropriee, 
et mesure du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de determination 
du titre pfu d'une solution virale sont bien documentees dans la litterature. 

En outre, les compositions selon 1'invention peuvent egalement comprendre un 
5 agent de transfert chimique ou biochimique. On entend par le terme "agent de 
transfert chimique ou biochimique " tout compose (i.e., autre qu'un virus 
recombinant) facilitant la penetration d'un acide nucleique dans une cellule. II peut 
s'agir d'agents non viraux cationiques comme des lipides cationiques, des peptides, 
des polymeres (Polyethylene Inline, Polylysine), des nanoparticules ; ou d'agents non 
10 viraux non cationiques comme des liposomes non cationiques, des polymeres ou des 
nanoparticules non cationiques. 

Selon un mode prefere, les compositions selon I'invention comprennent un 
vecteur recombinant defectif comprenant un gene codant pour le transporteur de 
Tiode NIS et sont formulees pour une administration intratumorale. 
15 Avantageusement les compositions de I'invention comprennent de 10^ et 10^ pfi^ e t 
de preference 10^ a 1 0 * ^ pf u 

L'invention a egalement pour objet un procede de preparation d'un 
medicament utile pour la prevention, Amelioration et/ou le traitement des tumeurs 
caracterise en ce que Ton melange un vecteur recombinant comprenant un acide 
20 nucleique codant. pour un transporteur de Tiode (NIS) avec un ou plusieurs adjuvants 
compatibles et pharmaeeutiquernent acceptables. 

L'invention concerne egalement une methode de traitement des tumeurs des 
mammiferes, et notamment de I'homme, comprenant 1'administration d'une quantite 
efficace d'un vecteur adenovirus recombinant defectif comprenant un acide nucleique 
25 codant pour le transporteur de Tiode (NIS). 

Le terme « quantite efficace » designe une quantite suffisante pour reduire 
d'au moins environ 15 %, de preference d'au moins 50 %, et de preference encore 
d'au moins 90 % le volume des tumeurs, et plus preferentiellement encore une 
quantite suffisante pour Telimination des tumeurs lorsque Tadministration de 
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['adenovirus comprenant un acide nucleique codanl pour le transporteur de Piode 
(NIS) est associee a un traitement par radiotherapie metabolique a Piode 135. 

L'invention conceme le traitement des tumeurs et plus particulicrement le 
traitement des tumeurs solides. Parrni les tumeurs solides qui peuvent etre traitees par 
Pobjet de Pinvention on peut citer notamment les sarcomes et les carcinomes, et a 
titre d'exemple non limitatif, les fibrosarcomes, les sarcomes osteogeniques, les 
angiosarcomes, les endotheliosarcomes, les lymphangiosarcomes, les tumeurs de 
Ewing, le cancer du colon, le cancer du pancreas, le cancer des ovaires, le cancer de la 
prostate, les adenocarcinomes, les carcinomes du rein, du foie, du canal biliaire, les 
tumeur de Wilrrf s, le cancer du col de Puterus, le cancer des testicules, le cancer du 
poumon, le cancer du poumon non a petite cellules, le cancer de la vessie, les 
carcinomes epitheliaux, les gliomes, les astrocytomes, les melanomes, les 
neuroblastomes et les retinoblastomes. 

L'invention concerne egalement la prevention et/ou le traitement des 
desordres proliferatifs (telles que les metaplasies et les displasies) des tissus 
epitheliaux tels que ['epithelium du col de Puterus, de Poesophage et des poumons. A 
cet egard, P invention concerne le traitement des conditions connues ou suspectees 
pour preceder une evolution vers une neoplasie ou un cancer, en particulier dans les 
etats oil la croissance de cellules non-neoplastiques telle que Phyperplasie, la 
metaplasie, et plus particulierement la displasie se produit (pour une revue de ces 
conditions anormales de croissance, voir Robbins and AngelL 1976, Basic Patholog\\ 2d 
Ed.. W.B. Saunders Co., Philadelphia, pp. 68-79). Hyperplasie est une forme de 
proliferation cellulaire controlee impliquant une augmentation du nombre de cellules dans un 
organe, sans alteration structurale ou fonctionnelle significative de cet organe. Par exemple, 
une hyperplasie de Pendometre peut preceder le cancer de Pendometre. La metaplasie est 
une forme controlee de croissance cellulaire dans laquelle un type de cellule adulte ou 
totalement differenciee se substitue pour un autre type de cellule. La metaplasie peut se 
produire dans les tissus epitheliaux ou dans les tissus conjonctifs. La displasie est souvent un 
signe avant-coureur du cancer et se rencontre principalement au niveau de Pepithelium ; 
c'est la forme la plus frequente de croissance cellulaire non-neoplastique, impliquant la perte 
de Puniformite des cellules individuelles et la perte de Porientation structurelle des cellules. 
La displasie se produit de maniere typique lorsqu'il existe une irritation ou une inflammation 
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chroniques, et est souvent observee au niveau du col de Tutenis. les voies respiratoires , la 
cavite bucale. et sur la paroie de la vessie. Pour une revue, voir Fishman et a!.. 1985, 
Medicine, 2d Ed., J. B. Lippincott Co.. Philadelphia. 



La presente invention sera decrite plus en detail a Taide des exemples qui 
suivent qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure I : schema du plasmide pABl, du plasmide pXL3048 et du plasmide 
pAB2. Le plasmide pXL3048 comprend Textremite gauche du genome de 
l'adenovirus de type 5 (nucleotides 1-382), un polylinker comprenant trois sites 
uniques de clonage et une partie du gene pIX (nucleotides 3446-4296). Le plasmide 
pAB2 resulte du clonage du fragment SspI-EcoRV de pABl dans pXL3048 
prealablement linearise par EcoRV. 

Figure 2 : obtention du plasmide pXL3215 genere par double recombinaison a 
partir des plasmides pAB2 et pXL3215 selon la methode decrite par Crouzet et al. 
(PNAS vol 94 pl414, 1997). Le plasmide pXL32!5 contient le genome d'un 
adenovirus de type 5 delete pour la region El et E3 et contient la cassette 
d'expression de NIS. 

Figure 3 : cinetique d'accumulation de Piode 125 par les cellules FTRL-5 et 
SiHa infectees avec le vecteur Ad-NIS (multiplicity d'infection 10). Les resultats de 
la cinetique sont exprimes en nombre de coups par minute pour 10 6 cellules. La 
determination du nombre de cellules par puits au moment du contact avec Piode est la 
moyenne de deux mesures. 

Figure 4 : inhibition specifique du transport de 1'iode par NIS en presence de 
perchlorate (NaCI0 4 ) 30, 300 et 3000 jiM. Le temps de contact des cellules avec 
1'iode 125 est de 15 minutes. 
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Figure 5 : accumulation de l'iode in vivo par des tumeurs infectees avec le 
vecteur Ad-NIS. Les cellules MCF-7 (cellules tumorales humaines de cancer 
mammaire) ont ete injectees en sous-cutane chez la souris nude (5 x I0 b cellules). 
Apres 15 jours (debut d'apparition des tumeurs), des injections intraperitoneales 
5 quotidiennes de thyroxine (2^ig/animal/jour) ont ete effectuees pendant 15 jours. Le 
vecteur Ad-CMV-NIS a ensuite ete injecte a certains animaux en intratumoral (2 x 
10 9 pfti/tumeur ; taille des tumeurs 3-6mm). Trois jours apres l'infection, 6\xC\ d' 1 * 5 ! 
sont injectes aux souris en intraperitoneal. Les comptages sont effectues sur 10 
secondes a intervalles de temps reguliers en pla?ant la sonde sur la thyroide, sur la 
10 tumeur, et juste a proximite de la tumeur. Les resultats sont exprimes en nombre de 
coups detectes (mesure sur 10 secondes) en fonction du temps. 

Figure 6 : scintigraphic d'une souris dont la tumeur a ete infectee par le 
vecteur Ad-NIS. Les cellules MCF-7 (cellules tumorales humaines, cancer 
mammaire) ont ete injectees en sous-cutane chez la souris nude (5 x 10 6 cellules). 

15 Apres 15 jours (debut d'apparition des tumeurs), des injections intraperitoneales 
quotidiennes de thyroxine (2ng/animal/jour) ont ete effectuees pendant 15 jours. Le 
vecteur Ad-NIS a ensuite ete injecte en intratumoral (2 x 10* pfu/tumeur ; taille des 
tumeurs 3-6mm). Trois jours post-infection, 50 (aCi d''"I sont injectes en 
intraperitoneal aux souris. Les comptages sont realises 1 heure apres injection de 

20 Tiode. Le cliche est une vue ventrale de ['animal. 



MATERIEL ET METHODES 

Techniques generates de biologie moleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
25 extractions preparatives d'ADN plasmidique, la cent rifugat ion d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, Telectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d*ADN par 61ectroelution, les extractions de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, ia precipitation d'ADN en milieu salin par de 
Pethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
30 connues de Thomme de metier et sont abondamment decrites dans la litterature 



WO 00/76450 



PCT/FROO/01594 



0 7 



[Maniatis T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds). "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987], 

Pour les ligations, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
melange phenol/chloroforme, precipites a I'ethanol puis incubes en presence de 
l'ADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les 
specifications du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est 
effectuee en presence de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
recommandations du fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est 
effectuee par un traitement menage par la nuclease S I . 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 13 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
PCR [Polymerase-catalyzed Chain Reaction. Saiki R.K. et al., Science 230 (1985) 
1350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] peut 
etre effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par ia 
methode developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463- 
5467] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

EXEMPLES 



Exemple 1 : construction d'un adenovirus recombinant ddfectif 
exprimant le gene codant pour le transporteur specifique de I'iode (Na"7l~ 
Symporteur) NIS. 
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Cet exemple decrit la construction d'un vecteur adenoviral defectif portant le 
gene codant pour le transporter specifique de Piode (Na7I Symporteur) NIS (ref 
Genbank U60282) lie de maniere operationnelle au promoteur CMV. 

Le fragment comportant les nucleotides 74 a 2046 de la sequence du gene nis 
de rat (Dai et al, 1996, Nature 379 ; 458-460) a ete clone sous forme d'un fragment 
Aatll-Hindlll aux sites PvuII-Hindlll du plasmide pCEP-4 (Invitrogen). Le site Aatll 
du fragment Aatll-Hindlll a prealablement ete rendu bout franc par traitement a la 
nuclease Mung Bean (Biolabs) avant insertion dans le plasmide pCEP-4. Le plasmide 
resultant est nomme pAB 1 . 

Le plasmide pABI (figure I) comprend le gene nis dont r expression est 
placee sous controle de I'enhancer/promoteur du cytomegalovirus CMV (nucleotides 
-522 a +72) (Boshart et al. 1985. Cell, 41 : 521 - 530) et suivi du site de 
polyadenylation du virus SV40 (nucleotides 2538 a 2759 d'apres genome de SV40, 
Genbank locus SV4CG). 

L'ensemble forme par (i) I'enhancer/promoteur du cytomegalovirus , (ii) 
TADNc du gene nis et (iii), le site de polyadenylation du virus SV40 est appele ci- 
apres la cassette d'expression de NIS. 

Le fragment SspI-EcoRV (371 1 bp) du plasmide pABI comprenant la cassette 
d'expression de NIS definie ci-dessus est ensuite clone dans le vecteur navette 
pXL3048 prealablement linearise par EcoRV. Le vecteur resultant est nomme pAB2 
(figure 2). Le plasmide pXL3048 est un plasmide derive du plasmide Kan-SacB 
(Crouzet et al PNAS vol 94 pl4I4-!419, 1997) comprenant Pextremite gauche du 
genome de ('adenovirus de type 5 (nucleotides 1-382), un polylinker comprenant trois 
sites uniques de clonage et une partie du gene pIX (nucleotides 3446-4296). 

L'adenovirus Ad-NIS a ete construit selon la methode decrite par Crouzet et 
al (PNAS vol 94 pl4l4-I419, 1997) par recombinaison homoiogue entre le plasmide 
pAB2 et le plasmide pXL3215. 

Le plasmide pXL3215 contient le genome d'un adenovirus contenant une 
cassette RSV-LacZ inseree dans sa region El (AE1 386-3446) et une deletion dans la 
region E3 (AE3 28592-30470). 
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Le principe de la construction est decrit dans la figure 2. Le plasmide 
pXL32I5genere par cette double recombinaison contient le genome d'un adenovirus 
de type 5 delete pour la region El et E3 et contenant la cassette d'expression CMV- 
NlS-poIy A SV40. Cette construction est verifiee par sequen?age de la cassette 
5 d'expression de NIS. 

[/adenovirus Ad-NIS est genere par infection de PADN de pXL3215 digere 
par Pad dans la lignee 293 (ATCC CRL-1573). Les particules virales obtenues sont 
ensuite amplifiees dans cette meme lignee et des stocks de virus produits sont purifies 
par double gradient de CsCI. 

10 Les particules virales sont ensuite utilisees pour etudier I'expression du gene 

NIS dans differentes lignees tumorales. 

Exemple 2 : accumulation de Piode in vitro par des cellules tumorales 
infectees avec le vecteur Ad-NIS 

La capacite d'accumulation de Piode dans les cellules infectees avec le vecteur 
15 Ad-NIS a ete testee dans differentes lignees : des cellules tumorales epitheliales SiHa 
(ATCC HTB-35), des cellules tumorales mammaires MCF7 (ATC HTB-22) et T-47D 
(ATCC HTB-133) et des cellules tumorales d'origine prostatique DU-145 (ATCC 
HTB-81) et PC-3 (ATCC CRL-1435). 

Les cellules sont infectees avec le vecteur Ad-NIS a une multiplicity 
20 d'infection de 10. La capacite des cellules a capter Piode est testee 28 a 29h apres 
infection selon la methode de Weiss et al. [Endocrinology (1984) 1 14 : 1090- 1098]. 
Les cellules infectees sont lavees avec du tampon HBSS et mises en contact pendant 
le temps indique dans la figure 3 avec 0>5ml de tampon HBSS contenant 0J |iCi 
d'iode 125. A la fin du temps de contact, les cellules sont lavees une fois avec du 
25 tampon HBSS froid, puis incubees pendant 20 min avec de Pethanol froid. La 
quantite d'iode 125 captee par les cellules est determinee par dosage de la 
radioactivite de Pethanol, avec un compteur gamma. 

Les resultats obtenus avec la lignee SiHa sont presentes dans la figure 3 et 
peuvent etre compares a ceux obtenus avec les cellules FRTL-5 (cellules 
30 thyroidiennes de rat, captant Piode naturellement et servant de controle). 
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L'inhibition specifique du transport de Tiode par NIS a ete testee en presence 
de perchlorate. Le NaCI0 4 est ajoute dans le tampon HBSS contenant Tiode 125 de 
fa^on a obtenir des concentrations finales de 30, 300 et 3000 jjM. Le temps de contact 
des cellules avec Piode 125 est de 15 minutes. Les resultats sont presentes dans la 
figure 4. Les resultats sont exprimes en nombre de coups pour un meme nombre de 
cellules. 

Les cellules FRTL-5 (controle positif) fixent une certaine quantite d'iode, et 
on observe que ce phenomene est tres rapide (maximum presque atteint apres 15 min 
de contact). Les resultats obtenus montrent que les cellules SiHa (cellules epitheliales 
humaines, tumorales) non infectees ne captent pas d'iode. De maniere surprenante, on 
observe que les cellules SiHa infectees avec le vecteur Ad-NIS captent jusqu'a 5 fois 
plus d'iode que les cellules FRTL-5. On remarque egalement que la cinetique initiale 
du phenomene est comparable a celle observee pour les cellules FRTL-5. La 
specificite du transfer! a ete confirmee par infection avec un adenovirus controle ne 
comportant pas le gene nis (resultat non presente). 

Les resultats des experiences d'inhibition (figure 4) montrent que la fixation 
d'iode dans les cellules FRTL-5 est inhibee a plus de 90% a partir d'une 
concentration en NaCIOj de 30mM (93% pour 30 |iM, 95% aux concentrations 
superieures). II est interessant de noter que, par contre, pour les cellules SiHa 
infectees par Ad-NIS, la concentration en inhibiteur necessaire pour obtenir le meme 
taux d'inhibition est beaucoup plus elevee (40% d'inhibition seulement pour 30mM 
en NaCI0 4 , 92% d'inhibition pour 300^iM en NaCIO, et 98% pour 3 mM en 
NaCI0 4 ). 

L'experience d'inhibition permet de conclure que la capacite des cellules SiHa 
infectees par Ad-NIS a capter Piode est bien due a Pexpression de NIS dans ces 
cellules, puisque le phenomene est inhibe par NaCIO, qui est un inhibiteur competitif 
et specifique du transport des ions iodures par NIS. Des resultats similaires ont etes 
obtenus pour d'autres lignees cellulaires tumorales humaines (cellules tumorales 
mammaires : MCF-7 et T47~D t et cellules tumorales d'origine prostatique : DU-145 
et PC-3). 
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Les resultats concemant Pinhibition par NaCI0 4 confirment egalement que 
Pinfection de cellules tumorales par Ad-NIS conduit a un niveau depression de NIS 
particulierement eleve, puisque des concentrations elevees en NaCI0 4 sont requises 
pour inhiber le phenomene (dans le cas des cellules SiHa, et par rapport aux cellules 
5 FRTL-5, une concentration en inhibiteur 10 fois superieure est requise pour obtenir 
un meme taux d'inhibition). 

L 'ensemble de ces resultats demontre que le vecteur adenoviral est un vecteur 
particulierement avantageux pour le transfert du gene m's et.que Puttlisation d ? un tel 
vecteur permet d'atteindre un niveau d'accumulation de Piode dans des cellules 
0 tumorales non thyroidiennes de Pordre de 5 fois superieur a celui observe pour les 
cellules captant naturellement Piode 125. 



Exemple 3 : accumulation de Piode in vivo par des tumeurs infectees par 
le vecteur Ad-NIS 

Des cellules MCF-7 (cellules tumorales humaines de cancer mammaire) ont 
ete injectees en sous-cutane chez la souris nude (5 x I0 A cellules). Apres 15 jours 
(debut d'apparition des tumeurs), des injections intraperitoneales quotidiennes de 
thyroxine (2pg/animal/jour) ont ete effectuees pendant 15 jours, de fa^on a mettre la 
thyroide des animaux au repos. Le vecteur Ad-NIS a ensuite ete injecte a certains 
animaux en intratumoral (2 x 10 Q pfu/tumeur) ; le diametre des tumeurs au moment de 
('injection etait de 3 a 6 mm. Trois jours apres Pinfection, 6 |iCi d* ,:5 I ont ete injectes 
en intraperitoneal aux souris, et des comptages sur 10 secondes ont ete effectues a 
Paide d'une sonde pouvant etre deplacee a differents endroits de Panimal. Des 
comptages ont ete effectues a interval les de temps reguliers en platan t la sonde sur la 
thyroide, sur la tumeur, et juste a proximite de la tumeur. Les resultats sont presentes 
sur la figure 5. Les resultats sont exprimes en nombre de coups detectes (mesure sur 
10 secondes) en fonction du temps. 

Dans les animaux controles (sans administration de Ad-NIS), la thyroide fixe 
une petite quantite d'iode, mais grace au traitement par la thyroxine, on n'observe pas 
d'accumulation importante de Piode dans la thyroide au cours du temps. On 
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n'observe pas de fixation d'iode dans la tumeur dans les animaux controles (voir 
figure 5 A). Le fait que NIS soit naturellement present dans Testomac, ainsi que le fait 
que Tiode soit elimine par voie urinaire expliquent les valeurs relativement elevees 
observees (bruit de fond relativement important). 

Les animaux traites avec Ad-NIS administre en intratumoral (figure 5B) ne 
presentent pas d'accumulation importante d'iode au niveau de la thyroi'de (effet du 
traitement par la thyroxine). Sur ces animaux, les quantites d'iode detectees en 
plaint la sonde sur la tumeur sont systematiquement plus. elevees que les quantite 
d'iode detectees a proximite de la tumeur, ce qui indique qu'il y a bien fixation de 
Tiode dans la tumeur apres traitement par le vecteur Ad-NIS. 

Afln de confirmer la fixation de Tiode au niveau des tumeurs, des mesures de 
radioactivite par scintigraphic ont ete realisees sur les animaux traites par le vecteur 
Ad-NIS. Les resultats obtenus sont presentes sur la figure 6. Les animaux utilises ont 
ete prepares selon le protocole decrit ci-dessus, sauf que 50 pCi d' t2 'l ont ete injectes 
en intraperitoneal ; T image a ete obtenue une heure apres injection de Tiode. 

Le cliche est une vue ventrale de Tanimal. Quatre zones de fixation de Tiode 
sont visibles : la thyroide, la vessie (voie d'elimination de Tiode), Testomac (dans 
lequel NIS est exprime naturellement), et la tumeur. Ces resultats de scintigraphic 
confirment les resultats precedents obtenus par comptage et montrent que les vecteurs 
selon ^invention permettent d'obtenir une fixation importante de Tiode au niveau des 
tumeurs. 

Exemple 4 : evaluation quantitative de ('accumulation de Tiode in vivo 
par des tumeurs infectees par le vecteur Ad-NIS 

Des cellules SiHa (5 x 10 6 cellules) ont ete injectees en sous-cutane chez la 
souris nude (n=12) sur les deux flancs de Tanimal. Apres 15 jours (debut d'apparition 
des tumeurs), des injections intraperitoneales quotidiennes de thyroxine 
(2ng/animal/jour) ont ete efFectuees pendant 15 jours, de fa9on a mettre la thyroide 
des animaux au repos. Pour chaque animal, le vecteur Ad-NIS a ensuite ete injecte en 
intratumoral (2 x 10 9 pfti/tumeur) sur une tumeur ; I'autre tumeur servant de controle ; 
le diametre des tumeurs au moment de T injection etait de 5 a 8 mm. Trois jours apres 
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Tinfection, 6 nCi d' ,2? I ont ete injectes en intraperitoneal aux souris. Les animaux ont 
ete sacrifies 90 minutes apres l'administration d ,i:5 I. et ia quantite d ,,:5 I a ete 
determinee. Les resultats sont presentes dans le tableau 1. Les resultats sont exprimes 
en pourcentage d' '-'I administre par gramme de tissu. 



souris 


Tumeur traitee 
avec 
Ad-NIS 

(% ,:5 I 
administre / g 
de tissu) 


Tumeur 
coniroie 

(% ,25 1 
administre / g 
de tissu) 


ratio 


1 


9.53 


1.75 


5.4 




2 


16.81 


0.88 


19.1 




3 


5.56 


1.08 


5.1 




4 


11.93 


1.51 


7.9 




5 


4.26 


1.02 


4.2 




6 


12.91 


0.92 


14.0 




7 


12.76 


1.16 


IL0 




8 


5.53 


1.42 


3.9 




9 


10.75 


1.45 


7.4 




10 


14.52 


0.85 


17.1 




11 


10.10 


0.41 


24.6 




12 


10.91 


1.17 


9.3 






10.46 + 3.79 


1. 14 + 0.36 


10.8+ 6.6 



Les resultats obtenus montrent que les tumeurs traitees avec le vecteur Ad-NIS 
sont capables d'accumuler l'iode l25 I de maniere tres efficace et jusqu'a 25 fois plus 
que dans les tumeurs non traitees. Ces resultats confirment les resultats precedents et 
montrent que les vecteurs selon Tinvention perrnettent d'obtenir une fixation 
importante de Tiode au niveau des tumeurs. 



WO 00/76450 



29 



PCT/FR00/01594 



REVINDICATIONS 

1. Adenovirus recombinant defectif caracterise en ce qifil comprend au 
moins une sequence d'ADN codant pour le transporter specifique de Piode (Na7I* 
Syrnponeur) NIS ou un derive de celui-ci. 

5 2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que la sequence 

d'ADN est une sequence d'ADNc. 

3. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN est une sequence d'ADNg. 

4. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce que la 
0 sequence d'ADN code pour le transporter specifique de Piode (Na + /I* Symporteur) 

NIS murin. 

5. Adenovirus selon Pune des revendications 1 a 3 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN code pour le transporter specifique de Piode (NaVP Symporteur) 
NIS humain. 

6. Adenovirus selon Tune des revendications I a 5, caracterise en ce que la 
sequence d'ADN est placee sous le controle d'un promoter transcriptionnel 
permettant son expression dans les cellules tumorales. 

7. Adenovirus selon la revendication 6 caracterise, en ce que le promoteur 
transcriptionnel est choisi parmi les promoters viraux, de preference parmi les 
promoters El A, MLP, CMV et LTR-RSV, MT-I, SV40. 

8. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc 
codant pour le transporter de Piode NIS humain sous le controle du promoteur 
CMV. 

9. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN codant 
pour le transporter de Piode NIS ou un derive de celui-ci sous le controle d'un 
promoteur permettant une expression majoritaire dans les cellules tumorales. 
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10. Adenovirus recombinant defectif selon la revindication 9, caracterise en 
ce que le promoteur est choisi parmi la sequence de regulation du gene de Pelastase I 
, du gene de Tinsuline, des genes des immunoglobulines, du virus des tumeurs 
mammaires de souris, du gene PSA, du gene de I'alpha-foetoproteine, du gene de 

5 I'alpha 1 -antitrypsins du gene de la P-globine, du gene de la myeline basique, du 
gene de la chaine legere 2 de la myosine et du gene de rhormone de liberation des 
gonadotrophines. 

1 1. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a (0, caracterise en ce qu'il 
ce qu'il comprend au moins une deletion de tout ou partie de la region El et une 

1 0 deletion de tout ou partie de la region E4.. 

12. Adenovirus selon la revendication 1 1, caracterise en ce qu'il comprend en 
outre une delation de tout ou partie de la region E4. 

13. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 12, caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un adenovirus humain de type Ad 2 ou Ad 5 ou canin de type CAV-2. 

15 14. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 13, caracterise en ce qu'il 

comporte en outre au moins un gene codant pour un polypeptide implique dans un 
systeme peroxydasique tel que le gene de la glucose oxidase ou de la thyroperoxidase. 

15. Utilisation d'un adenovirus selon Tune des revendications 1 a 14 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a 

20 ('inhibition de la croissance des tumeurs. 

16. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
recombinants defectifs selon Tune des revendications 1 a 14. 

1 7. Composition pharmaceutique selon la revendication 16 caracterisee en ce 
qu'elle est sous forme injectable. 

25 18. Composition pharmaceutique selon la revendication 16 ou 17, 

caracterisee en ce qu'elle comprend entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de preference 10 6 a 
10 1 1 pfu/ml adenovirus recombinants defectifs. 
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